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NOVELTY - Cells (A) that secrete enantiomerically pure (R)- alpha -lipoic 
acid (I) into the culture medium and overexpress the lipoic acid synthase 
( lipA) gene , are new . 

DETAILED DESCRIPTION - INDEPENDENT CLAIMS are also included for the 
following: 

(1) plasmid that contains the lipA gene under control of a promoter ; 

(2) method for preparing (A) by introducing the plasmid of (1) into a 
starting cell; and 

(3) method for producing (I) by culturing (A) . 

ACTIVITY - Antidiabetic; Ophthalmological ; Cardiant; Neuroprotective. 
No biological data given. 

MECHANISM OF ACTION - (I) Is an antioxidant, so protects against 
oxidative stress, while its reduced form ( alpha -dihydrolipoic acid) 
regenerates other antioxidants (ascorbic acid or tocopherols) in the body. 

USE - (I) Is an essential cof actor for some multienzyme complexes and 
is used in pharmaceuticals and food supplements e.g. for treatment and 
prevention of type II diabetes mellitus and its complications 
(polyneuropathy, cataract and cardiovascular disorders) . 

ADVANTAGE - The method provides enantiomerically pure (I), 
eliminating the need for resolution of the racemic synthetic compound and 
avoiding the side effects associated with the (S) form. 
Dwg. 0/2 
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(54) Bezeichnung: Zellen, die R-alpha-Liponsaure sekretieren und Verfahren zur fermentativen Herstellung der R-al- 
pha-Liponsaure 

(57) Zusammenfassung: Die Erfindung betrifft Zellen und 
ein Verfahren zur Herstellung von R-a-Liponsaure mittels 
Fermentation. 

Der erfindungsgemaRe Wirtsorganismenstamm, der zur 
fermentativen Herstellung von R-a-Liponsaure geeignet ist, 
ist dadurch gekennzeichnet, dafc er ein Gen codierend fur 
eine Liponsaure-Synthase uberexprimiert und die gebiidete 
R-a-Liponsaure in freier Form in das Kulturmedium aus- 
scheidet. 




Oktanoyl-ACP 



SH SH 



R-a-Lipoyl-ACP 



R-a-Lipoyl-Oonvano 



DE 102 35 270 At. 2004.02. 12 

Beschreibung 

Stand der Technik 

bei stelit die R-Konfiguratoon <^°^^^J£^ Enzyme. a-Liponsaure kann sowohl in emeroxh 
zeigt physiologische Aktivitat als Cofaktar der in ^jj™? Serten Form (6,8-Dimercapto-Oktansaure) 
dierten (5-[1 .^iolan-S-yl^ Formen sowie die jeweiiigen Sah 

oTo^ieBiosynthesavonR^^ 

lersucht (s. Fig. 1). Hier dient Oktansaure ^ die lan ^SwSKn Reaktion werden zwei Schwefelatome 
spezifische Vorstufe bei der L'Pf n S aure-Syntt,ese_ n ^ k ° e 7 wobei R _ a _ Li poyl-ACP entsteht. Diese Reak- 
auf die derartaktivierte Oktansaure \ ok ^ n °^2^1ic 2 8 1 -1 dem lipA-Genprodukt, katalys.ert. Als 
tion wird von der Sulfurtransferase^ 

Schwefeldonor dient dabei letztendlich die Aminoss ure e . Deh drogenaS en wird von der Lipoyl-Pro- 
saure von R^-Lipoyl-ACP auf die dabei jedoch R^-Lipoyl-ACP oder 

Ke°R b :« 

euS-yontischer Zeiien auf ahn.iche We ; se M w ^ n ^"^^ mit einer zentraien Roile im Stoffwech- 

[0006] Neben ihrer Relevanz als essentieller Be JndteJ von Enzymen m ^ ^ Nahrungsmitte . 

sel, wurde schon fruh die Bedeutung ^j^^J^SSi beiden Thiolgruppen eine ausgepragte 
lerganzung (Nutraceutical) erkannf. <^™™™ 'j^^ vor schadlichen Prozessen, die durch ox.da- 
Wirksamkeit als Antioxidans und kann deshalb , den ^ ^ stei d ie reduzierte Form der a-L,pon- 
tiven Stress induziert werden schuteen. JuBertem is^a ^hydrai p ^ 
saure, aufgrund ihrer Eigenschaft a 1 * 3 ^ 6 * ^ 0 Lr indirekt zu regenerieren oder be. 

xidationsmittel im Korper wie Ascorb.nsaur , oder a Torero. jm Zusamme nspiel m.t Ascor- 

deren Mangel diese auch zu erseteen. Ents ?;*^ einezentrale Bedeu- 

binsaure, o-Tocopherol und Glutath.on, ^^^^^X^on Diabetes mellitus Typ II und dessen 
tung zu. a-Liponsaure wird au aerdem zur P ^onund Bekampfu g ^ 
Folgeschaden, wie z. B. P^^^P^^^^^n der a-Liponsaure ist derzeit Gegenstand 
[00071 Die unterscbiedliohe biolog.sohe Akt^at ^^^Z^Jert, dass die Applikation des rei- 
ntensiver Untersuchungen, wobe L SIC ^ alle lf'"fC^e qeqenuber der S-Form aufweist. So wurde im in v,t- 
nen R-Enantiomers der a-Liponsaure deuthohe funktioneller a-Ketosaure-Dehydroge- 

ro-Versuch gezeigt, dass nur die natu ri '*« R ^i^^™ inhib erenden Effekt auf die Stimulierung der En- 
nasen fuhrt. Das S-Enantiomer hatte dagegen sogar «"^n™ damjt dje Regeneration der ant.ox.- 

zymaktivitat durch R-a-Liponsaure. De Jf«"° U die Zeile von essentieller Bedeutung. Die mn 
dativwirksamena-Dibydroliponsau^ ^ dem R . Enantiomer erne fast 

tochondriale NADH-abhang.ge hat R^-Liponsaure verglichen mit dem S-Enanto- 

20-fach hohere Aktivitat als m.t der S-F ^^^S^eGV^os^Aufnahme und den Glucose-Metabol.s- 
mer einen deutlich starkeren Effekt auf die Ins ^Hn-verm «e«e , dje R . Form aU |ierdem emen an- 

m us von Skelettmuskelzellen insulinres.stente rRatten. hatte. Urn unerwunschte Neben- 

"o?oroe«g^ 

Verfahren, wobei immer das Razemat aus R una o rami 
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Sci. IncL Res. 49: 400-409). Zur Gewinnung von enantiomerenreiner R-a-Liponsaure wurden verschiedene 
Verfahren entwickelt. Beispielsweise kann das Razemat der a-Liponsaure oder eines der Syntheseintermedi- 
ate entweder chemisch mitteis chiraler Hilfssubstanzen (Walton et. al, 1954, J. Amer. Chem. Soc. 76: 4748; 
DE 4137773) oder enzymatisch (Adger et al., 1995, J. Chem. Soc, Chem. Commun.: 1563-1564) aufgespalteri 
werden. In anderen Verfahren unterbleibt die Entstehung eines Razemats aufgrund eines enantioselektiven 
Syntheseschritts, wobei das neue Chiralitatszentrum entweder chemisch (DE 3629116; DE 19533881; Bring- 
mann etal., 1999, Z. Naturforsch. 54b: 655-661; DE 10036516) oderdurch eine stereospezifische Biotransfor- 
mation mitteis Mikroorganismen eingefuhrt werden kann (Gopalan und Jacobs, 1989, Tetrahedron Lett. 30: 
5705-5708; Dasaradhi etal., 1990, J. Chem. Soc, Chem. Commun.: 729-730; DE 10056025). Andere Prozes- 
se wiederum starten die chemische Synthese von enantiomerenreiner a-Liponsaure mit einem naturlich vor- 
kommenden chiralen Edukt wie z. B. S-Maleinsaure oder D-Mannitol (Brookes und Golding, 1988, J. Chem. 
Soc Perkin Trans. I: 9-12; Rama Rao et al., 1987, Tetrahedron Lett. 28, 2183-2186). Wegen z. T. aulwendiger 
Syntheseschritte, geringer Ausbeuten und hoherMaterialkosten sind alle bekannten Methoden zur Herstellung 
von enantiomerenreiner R-a-Liponsaure derzeit nicht wirtschaftlich. 

[0009] Die gro&technische Herstellung vieler niedermolekularer Naturstoffe, wie z.B. Antibiotika, Vitamine 
oder Aminosauren erfolgt heute oftmals mitteis eines fermentativen Verfahrens unter Verwendung verschiede- 
nerStamme von Mikroorganismen. 

Aufgabenstellung 

[0010] Eine Aufgabe der vorliegenden Erfindung war es, Zeilen zur Verfugung zu stellen, die enantiomeren- 
reine R-a-Liponsaure in ein Kulturmedium sekretieren. 

[0011] Diese Aufgabe wird gelost durch Zeilen, die dadurch gekennzeichnet sind, dass si e ein Liponsau- 
re-Synthase-Gen (lipA-Gen) uberexprimieren. 

[001 2] Unter einer Oberexpression ist im Sinne der vorliegenden Erfindung. vorzugswe is e zu verstehen, dass 
das Liponsaure-Synthase-Gen im Vergleich zur jeweiligen Wildtyp-Zelle, aus der das Liponsaure-Syntha- 
se-Gen gewonnen wurde, mindestens um den Faktor 2, bevorzugt mindestens um den Faktor 5 vermehrt ex- 
primiert wird. 

[0013] Vorzugsweise handelt es sich bei dem Liponsaure-Synthase-Gen um ein Gen mit der Sequenz SEQ 
ID NO: 1 oder um eine funktionelle Variante dieses Gens. 

[0014] Unter einer funktionellen Variante ist im Sinne der vorliegenden Erfindung eine DNA-Sequenz zu ver- 
stehen, die sich durch Deletion, Insertion oder Substitution von Nukleotiden aus der in SEQ ID NO: 1 darge- 
stellten Sequenz ableitet, wobei die enzymatische Aktivitat der durch das Gen codierten Liponsaure-Synthase 
erhalten bleibt. 

[0015] Um eine Oberexpression des lipA-Gens in der Zelle zu erreichen, kann die Kopienzahl des lipA-Gens 
in einer Zelle erhdht sein und/oder es kann die Expression des lipA-Gens, vorzugsweise durch geeignete Pro- 
motoren, gesteigert sein. 

[0016] Durch die Oberexpression eines lipA-Gens ist die Li ponsau re-Synth as e-Aktivitat der Zelle jeweils um 
mindestens den gleichen Faktor gesteigert. 

[0017] Vorzugsweise uberexprimiert eine erfindungsgemafte Zelle ein Liponsaure-Synthase-Gen, das fur ein 
Protein umfassend die Sequenz ID NO: 2 oder funktionelle Varianten mit einer Sequenzhomologie zu SEQ ID 
NO: 2 grower 40 %, codiert. 

[0018] Vorzugsweise ist die Sequenzhomologie zu SEQ ID NO: 2 grofier 60 %, besonders bevorzugt ist die 
Sequenzhomologie zu SEQ ID NO: 2 grolier 80 %. 

[0019] In der vorliegenden Erfindung beziehen sich alle erwahnten Homologiewerte auf Ergebnisse, die mit 
dem Algorithmus BESTFIT (GCG Wisconsin Package, Genetics Computer Group (GLG) Madison, Wisconsin) 
erhalten werden. 

[0020] Die Erhdhung der Kopienzahl eines lipA-Gens in einer Zelle kann mit dem Fachmann bekannten Me- 
thoden erreicht werden. So kann zum Beispiei ein lipA-Gen in einen Plasmid-Vektor mit mehrfacher Kopienzahl 
pro Zelle (z.B. pUC19, pBR322, pACYC184 fur Escherichia coli) kloniert und in die Zelle eingebracht werden. 
Alternativ kann ein lipA-Gen mehrfach ins Chromosom einer Zelle integriert werden. Als Integrationsverfahren 
kdnnen die bekannten Systeme mit temperenten Bakteriophagen, integrative Plasmide-oder die Integration 
uber homologe Rekombination genutzt werden (z.B. Hamilton et al., 1989, J. Bacterid. 171: 4617-4622). 
[0021] Bevorzugt ist die Erhohung der Kopienzahl durch Klonierung eines lipA-Gens in einen Plasmid-Vektor 
unter Kontrolle eines Promotors. Besonders bevorzugt ist die Erhohung der Kopienzahl in Escherichia coli 
durch Klonierung eines lipA-Gens in ein pUC-Derivat wie z. B. pASK-IBA3 (IBA, Institutfur Bioanalytik, Gottin- 
gen). Die Erfindung betrifFt somit auch ein Plasmid dadurch gekennzeichnet, dass es ein lipA-Gen unter funk- 
tioneller Kontrolle eines Promotors enthalt. 

[0022] Als Kontrollregion fur die Expression eines plasmid-codierten lipA-Gens kann die naturliche Promotor- 
und Oparatorregion des lipA-Gens dienen, die verstarkte Expression eines lipA-Gens kann jedoch insbeson- 
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dere auch mittels anderer Promotoren erfolgen. Entsprechende Promotorsysteme, die entweder eine andau- 
ernde oder eine kontroilierte, induzierbare Expression des Liponsaure-Synthase-Gens ermoglichen wie bei- 
spielsweise in Escherichia coli der konstitutive GAPDH-Promotor des gapA-Gens oder die induzierbaren lac-, 
tac- trc- lambda-, ara oder tet-Promotoren, sind dem Fachmann bekannt (Makndes S. C, 1996, Microbiol. 
Rev. 60: 51 2-538). Solche Konstrukte konnen in an sich bekannter Weise auf Plasmiden oder chromosomal 
verwendet werden. ' 
[0023] In einer besonders bevorzugten Ausfuhrungsform fur die Klonierung emes lipA-Gens wird em Plasmid 
verwendet, das bereits einen Promoter zur vers tarkten Expression enthalt, wie beispielsweise das induzierbare 
tet-Promotor/Repressorsystem von Escherichia coli. 

[0024] Des weiteren kann eine verstarkte Expression dadurch erreicht werden, daft Translationsstartsignale, 
wie z B die Ribosomenbindestelle oder das Startcodon des Gens, in optimierter Sequenz auf dem jeweiligen 
Konstrukt vorhanden sind, oder dass gemafi der "codon usage" seltene Codons gegen haufiger vorkommende 
Codons ausgetauscht werden. 

[0025] Bevorzugt enthalten erfindungsgemaile Zellen ein Plasmid mit einem llpA-Gen sowie den genannten 
Modifikationen der Regulationssignale. 

[0026] Die Klonierung eines lipA-Gens in einen Plasmid-Vektor erfolgt beispielsweise durch spezifische Am- 
plifikation eines lipA-Gens mittels der Polymerase-Ketten-Reaktion unter Einsatz von spezifischen Pnmern, die 
das komplette lipA-Gen erfassen, und anschlieliende Ligation mit Vektor-DNS-Fragmenten. 
[0027] ErfindungsgemaGe Zellen, die eine gegenuber einer Ausgangszelle erhohte Expression eines !i- 
pA-Gens und verbunden damit eine gesteigerte Liponsaure-Synthase Aktivitat aufweisen, konnen mit Stan- 
dardtechniken der Molekularbiologie aus einer Ausgangszelle erzeugt werden. 

[0028] In einer Vielzahl von Zellen konnten Liponsaure-Synthase-Gene identifiziert werden. Erfindungsge ma- 
Be Zellen lassen sich somit vorzugsweise aus Zellen von pro- oder eukaryontischen Organismen herstellen, 
die in der Lage sind, R-a-Liponsaure selbst zu synthetisieren (Ausgangszelle), die rekombinanten Verfahren 
zuganglich sind und die durch Fermentation kultivierbar sind. Auch pflanzliche oder tiensche Zellen, die in Zell- 
kultur zuchtbar sind, sind somit zur Herstellung erfindungsgemafier Zellen geeignet. 

[0029] Bevorzugt handelt es sich bei den erfindungsgemaften Zellen urn Mikroorganismen, wie zum Beispiel 
Hefe- oder Bakterienstamme. Besonders bevorzugt handelt es sieh urn Bakterienstamme aus der Familie der 
Enterobacteriaceae, ganz besonders bevorzugt urn Stamme der Art Escherichia coli. 

[0030] Durch eine gangige Transformationsmethode (z.B. Elektroporation) werden die lipA-haltigen Plasmide 
in eine Ausgangszelle eingebracht und beispielsweise mittels Antibiotika-Resistenz auf piasmid-tragende Klo- 

[0031] e Die Erfindung bethfft somit auch Verfahren zur Herstellung einer erfindungsgemafcen Zelle, dadurch 
gekennzeichnet, dass in eine Ausgangszelle ein erfindungsgemalies Plasmid eingebracht wird. 
[0032] Eine weitere Aufgabe der Erfindung war es, ein Fermentationsverfahren zur Verfugung zu stellen, wel- 
ches die Herstellung enantiomerenreiner R-a-Liponsaure ermoglicht. 

[0033] Diese Aufgabe wird gelost durch ein Verfahren, welches dadurch gekennzeichnet ist, dass eine erfin- 
dungsgemafte Zeile in einem Kuiturmedium kuitiviert wird, wobei die Zelle enantiomerenreme R-a-Liponsaure 
in freier Form in das Kuiturmedium ausscheidet und die enantiomerenreine R-a-Liponsaure von dem Kuitur- 
medium abgetrennt wird. , , „ . „ 
[0034] Die Gewinnung von RKJ-Liponsaure aus dem Kuiturmedium kann nach dem Fachmann bekannten 
Verfahren, wie Zentrifugation des Mediums zur Abtrennung der Zellen und durch anschlieliende Extraktion 
oder Prazipitation des Produkts erfolgen. 

[0035] Bei dem erfindungsgemafien Verfahren handelt es sich urn das erste Verfahren, bei dem die gesamte 
Synthese von R-a-Liponsaure ausschlieftlich in einem Fermentationsprozess mit lebenden Zellen erfolgt. Der 
Vorteii des erfindungsgemaflen Verfahrens gegenuber den herkommlichen chemischen Prozessen liegt in der 
enantiomerenspezifischen Biosynthese von R-a-Liponsaure, weshaib eine aufwendige Razemattrennung 
wahrend oder am Ende der Synthesekette entfallt. Des weiteren ist bei dem erfindungsgemaGen Herstellungs- 
verfahren fur R-a-Liponsaure die Umweltbelastung im Vergleich zur chemischen Synthesewesentlich gennger. 
[0036] Aus physiologischen und biochemischen Daten geht hervor, dass Liponsaure in Wildtyp-Zellen nahezu 
ausschliefilich in gebundener Form vorkommt, da bereits die Synthese der R<i-Liponsaure vollstandig prote- 
ingebunden erfolgt (vgl. Fig. 1) (Herbert und Guest, 1975, Arch. Microbiol. 106: 259-266; Miller et ai 2000, 
Biochemistry 39' 15166-15178). Oberraschenderweise wurde jedoch im Rahmen der vorliegenden Erfindung 
gefunden dass die Uberexpression eines Liponsaure-Synthase-Gens zur Anhaufung freier, enantiomerenrei- 
ner RH>Liponsaure im Kuiturmedium des Wirtsorganismus fuhrt. Dies wiederum erlaubt eine emfache Isolie- 
rung des Produkts aus dem Kuiturmedium nach Abtrennung der Biomasse, ohne dass die Zellen zuvor aufge- 
brochen werden mCissen, bzw. ohne dass die R-a-Liponsaure durch einen aufwendigen und veriustreichen Hy- 
drolyseschritt vom daran gebundenen Tragerprotein (ACP oder die E2-Untereinheit der a-Ketosaure-Dehyd- 
rogenasen) abgespalten werden muss. 

[0037] Die Kultivierung der erfindungsgemaften Zellen zur Produktion von R-a-Liponsaure erfolgt vorzugs- 
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weise in einem aus der Literatur bekannten Minimalsalzmedium (Herbert und Guest, 1970, Meth. EnzymoL 
18A, 269-272). 

[0038] Als Kohlenstoffquelle konnen prinzipiefl alle verwertbaren Zucker, Zuckeralkohole Oder organlsche 
Sauren verwendet werden. Des weiteren konnen kurzkettige Fettsauren mit einer Kettenlange von C2-C8, be- 
vorzugt mit einer Kettenlange von C6-C8 (Hexan- bzw. Oktansaure) als spezifische Vorstufen fur die a-Lipon- 
saure-Synthese dem Medium zugesetzt werden. Dabei betragt die Konzentration der zugesetzten Kohlenstoff- 
quelle vorzugsweise 1-30 g/l. 

[0039] Die Inkubation der erfindungsgemafcen Zellen erfolgt vorzugsweise unter aeroben Kultivierungsbedin- 
gungen uber einen Zeitraum von 16-150 h und im Bereich der fur die jeweiligen Zellen optimalen Wachtum- 
stemperatur. 

[0040] Als optimaler Temperaturbereich werden 15 - 55 °C bevorzugt. Besonders bevorzugt ist eine Tempe- 
ratur zwischen 30 und 37 °C. 

[0041] Der Nachweis und die Quantifizierung der im erfindungsgemaflen Verfahren produzierten R-a-Lipon- 
saure erfolgt beispielsweise mittels eines Bioassays unter Verwendung eines liponsaureauxotrophen Indika- 
torstammes (lipA-Mutante). Diese Art der turbidimetrischen Quantifizierung von R-a-Liponsaure ist aus der Li- 
teratur bekannt (Herbert und Guest, 1970, Meth. Enzymol. 18A, 269-272). Der im Rahmen der vorliegenden 
Erfindung verwendete Indikatorstamm W1485lip2 (ATCC 25645), wurde allerdings auch ohne supplementierte 
R-a-Liponsaure wachsen, wenn das Medium neben Glucose auch noch Acetat und Succinat enthalt. Urn ein 
falschpositives Wachstum des Indikatorstammes im Bioassay bei der Bestimmung der produzierten R-a-Lipon- 
saure zu vermeiden - beispielsweise verursacht durch einen Eintrag von Glucose und den vom Produktions- 
stamm zusatziich zur R-a-Liponsaure ausgeschiedenen Sauren Acetat und Succinat - erfolgt bereits die An- 
zucht des R-a-Liponsaure-Produzenten bevorzugt mit Succinat als einziger Kohlenstoffquelle. Dieser Stamm 
wird mit dem Kulturuberstand einer erfindungsgemaSen Zellanzucht supplementiert; anhand des Wachstums 
des Indikatorstammes kann dann der Liponsaure-Gehalt im Kulturmedium bestimmt werden. 
[0042] Die folgenden Beispiele dienen der weiteren Erlauterung der Erfindung. Der Bakterienstamm Esche- 
richia coli W3110/pASK-IBA3-lipA, der fur die Ausfuhrung der Beispiele verwendet wurde, wurde bei der DSMZ 
(Deutsche Sammlung fur Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH, D-38142 Braunschweig) unter der Num- 
mer DSM 15104 gemafi Budapester Vertrag, hinterlegt. 



[0043] Das lipA-Gen aus E. coli wurde mittels der Polymerasekettenreaktion (PGR) unter Verwendung der 
Pwo-DNA-Poiymerase nach gangiger, dem Fachmann bekannter Praxis amplifiziert. Ais Matrize diente die 
chromosomale DNA des E. coli-Wildtypstammes W3110 (ATCC 27325). Als Primer wurde n die phosphorothi- 
oatgeschutzten Oligonukleotide lipASI, und lipAS2 mit folgenden Sequenzen verwendet: 



lipASl: (SEQ ID NO: 3) 

5 f - GAT CGA GGT CTC GAA TGA GTA AAC CCA TTG TGA TG -3' 



lipAS2: (SEQ ID NO: 4) 

5 ! - GAT CGA GGT CTC GGC GCT CTT AAC TTC CAT CCC TTT CG -3' 



[0044] Das bei der PCR erhaltene DNA-Fragment mit einer Lange von ca. 1 kb wurde anschlieliend mittels 
eines DNA-Adsorptionssaulchens des QIAprep Spin Miniprep Kits (Qiagen, Hilden) nach Herstellerangaben 
gereinigt. 



[0045] in das PCR-Fragment wurden uber die Primer-Sequenzen Schnittstellen fur die Restriktionsendonuk- 
lease Bsal (Erkennungssequenz in den Oligonukleotiden unterstrichen) eingefuhrt: Das gereinigte PCR-Frag- 
ment wurde mit der Restriktionsendonuciease Bsal unter den vom Hersteller angegebenen Bedingungen ge- 
schnitten, anschliefiend uber ein Agarosegel aufgetrennt und dann mittels des GENECLEAN Kits (BIO 101 
Inc., La Jolla, Kalifornien, USA) nach Herstellerangaben aus dem Agarosegel isoliert. 



Beispiel 1: Konstruktion des Vektors pASK-IBA3-lipA 



A. Amplifizierung des lipA-Gens 



Bsal 



Bsal 



B. Kldnierung des lipA-Gens in den Vektor pASK-IBA3 
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[0046] Der Klonierungs- unci Expressionsvektor pASK-IBA3 (IBA, Institut fur Bioanalytik, Gottingen) enthalt 
verschiedene genetische Elemente, die eine kontrollierte Expression eines beliebigen Gens eriauben. Es han- 
delt sich dabei um einen high-copy Vektor mit einem von der pUC-Plasmidfamilie abgeleiteten Replikationsur- 
sprung. Die Expression des klonierten Gens wird durch den Tet-Repressor unterdruckt und kann durch (Rnhy- 
dro)Tetracyciin induziert werden. Des weiteren enthalt der Vektor noch die sogenannte ? Strep-tag Il-Sequenz, 
welche bei der Klonierung direkt an das letzte Codon des klonierten Gens anfusioniert wird. Die auf diese Wei- 
se entstandene Genfusion codiert nun fur ein Protein, das C-terminal um die Aminosauresequenz des 
Strep-tag II (SAWSHPQFEK: SEQ ID NO: 5) verlangert ist. Mit Hilfe dieses Anhangsels ist eine einfache Affi- 
nitatsreinigung des Proteins moglich, da das StrepTagll-Peptid eine Bindung an Streptavidin-Saulen vermittelt. 
[0047] 2ur Klonierung des lipA-Gens wurde der Vektor pASK-IBA3 mit dem Restriktionsenzym Eco31 1 (Iso- 
schizomer von Bsal) unter den vom Hersteller angegebenen Bedingungen geschnitten, anschlieliend durch 
Behandlung mit Alkaiischer Phosphatase an den 5-Enden dephosphoryliert und dann wie das PCR-Fragment 
mittels der GENECLEAN-Methode geretnigt. 

[0048] Die Ligation des PCR-Fragments mit dem geschnittenen und dephosphorylierten Vektor erfolgte nach 
Herstellerangaben unter Verwendung derT4-DNA-Ligase. Die Transformation von E. coli-Zellen des Stammes 
DH5a mit dem Ligationsansatz wurde mittels Elektroporation in einer dem Fachmann bekannten Art und Weise 
durchgefuhrt. Der Transformationsansatz wurde auf LB-Ampicillln-Agarplatten (10 g/l Trypton, 5 g/l Hefeext- 
rakt, 10 g/l NaCI, 15 g/l Agar, 100 mg/l Ampiciilin) ausgebracht und uber Nacht bei 37 °C inkubiert. 
[0049] Die gewunschten Transformanden wurden nach einer Plasmidisolierung mittels eines QIAprep Spin 
Miniprep Kit (Qiagen, Hiiden) durch eine Restriktionsanalyse identifiziert. 

[0050] Im dem auf diese Weise erhaltenen Plasmid pASK-!BA3-lipA ( Fig. 2) ist wie oben beschrieben an das 
letzte Codon des lipA-Gens die Strep-tag ll-Sequenz anfusioniert. Diese C-terminale Verlangerung ist aller- 
dings fur die Erfindung nicht relevant, da sie auf die Aktivitat des LipA-Proteins und damit auf die R-a-Lipon- 
saure-Produktionsleistung des erfindungsgemafien Wirtsorganismus keinen signifikanten Einfluss hat. 

Beispiel 2: Herstellung eines Produzenten von R-a-Liponsaure 

[0051] Das in Beispiel 1 beschriebene Plasmid pASK-IBA3-lipR wurde mittels Elektroporation in den E. co- 
li-Stamm W3110 transformiert und nach Selektion auf LB-Agarplatten mit 100 mg/l Ampiciilin wurde das Plas- 
mid aus einer der Transformanden reisoliert, mit Restriktionsendonucfeasen gespalten und uberpruft. Mit dem 
Kontroll plasmid pASK-IBA3 wurde in analoger Weise verfahren. 

Beispiel 3: Fermentative Produktion von R-a-Liponsaure 

[0052] Fur die fermentative Produktion von R-a-Liponsaure wurde der Stamm W3110/pASK-IBA3-lipA ver- 
wendet. Als Vergleich diente der Stamm W3110 mit dem Plasmid pASK-IBA3, der unter exakt denselben Be- 
dingungen kultiviert wurde. 

[0053] Als Vorkultur fur die Produktionsanzucht wurden zunachst 5 ml LB-Flussigmedium, das 100 mg/l Am- 
piciilin enthielt, mit dem jeweiligen Stamm beimpft und fur 16 h bei 37 °C und 160 rpm auf einem Schuttler in- 
kubiert. Anschliefcend wurden die Zellen durch Zentrifugation geerntet und zweimal mit dem entsprechenden 
Volumen steriler Saline (0,9 % NaCI) gewaschen. Mit den auf diese Weise vorbereiteten Zellen wurden schliefc- 
lich 15 ml BS-Medium (7 g/l K 2 HP0 4 ; 3 g/l K 2 HP0 4 ; 1 g/l (NH 4 ) 2 S0 4 ; 0, 1 g/l MgS0 4 x 7 H 2 0; 0,5 g/l Na 3 Citrat 
x 3 H z O; 0,2% saurehydrolysiertes Casein (vitaminfrei); 13,5 g/l Na 2 Succinat x 6 H 2 0; pH 6,8 mit HCI einge- 
stellt), das auBerdem 100 mg/l Ampiciilin enthielt, im Verhaitnis 1:100 angeimpft. Die Inkubation der Produkti- 
onskulturen erfolgte bei 37 °C und 160 rpm auf einem Schuttler fur 48 h. Die Expression des Liponsaure-Syn- 
thase-Gens wurde durch Zugabe von 0,2 mg/l Anhydrotetracyclin nach ca. 4 h Inkubation induziert. Nach 24 
h und 48 h wurden Proben entnommen und die Zellen durch Zentrifugation vom Kulturmedium abgetrennt. Die 
darin enthaltene R-a-Liponsaure wurde mittels des bekannten turbidimetrischen Bioassays (Herbert und 
Guest, 1970, Meth. Enzymol. 18A, 269-272) quantifiziert. Tabelle 1 zeigt die erzielten Gehaltefreier R-a-Lipon- 
saure im jeweiligen Kulturuberstand: 
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"' Tabelle 1 



S tamin 


R-a-Liponsaure [jig/13 




24 h 


48 h 


W3110 / 

pASK-IBA3-lipA 


7,0 


10, 0 


W3110 / 
PASK-IBA3 


0 


0 
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SEQUENCE LISTING 

<110> Consortium fuer elektrochemische Industrie GmbH 

<120> Zellen, die R-alpha-Liponsaeure sekretieren und 
Verfahren zur f ermentativen Herstellung der 
R-alpha-Liponsaeure 

<130> CO10207 / P 

<140> 
<141> 

<160> 5 

<170> Patentln Ver. 2.0 

<210> 1 
<211> 966 
<212> DNA 

<213> Escherichia coli 

<220> 

<221> CDS 

<222> (1) . . (963) 

<300> 

<301> Reed, Kelynne E . 

Cronan Jr., John E. 
<302> Lipoic Acid Metabolism in Escherichia coli: Sequencing 

and Functional Characterization of the lipA and lipB 

Genes 
<303> J. Bacterid. 
<304> 175 
<305> 5 

<306> 1325-1336 
<307> 1993 

<400> 1 

atg agt aaa ccc att gtg atg gaa cgc ggt gtt aaa tac cgc gat gcc 48 

Met Ser Lys Pro lie Vai Met Glu Arg Gly Val Lys Tyr Arg Asp Ala 
15 10 15 

gat aag atg gcc ctt ate ccg gtt aaa aac gtg gca aca gag cgc gaa 96 
Asp Lys Met Aia Leu He Pro Vai Lys Asn Vai Ala Thr Glu Arg Glu 
20 25 30 

gcc ctg ctg cgc aag ccg gaa tgg atg aaa ate aag ctt cca gcg gac 14 4 
Ala Leu Leu Arg Lys Pro Glu Trp Met Lys lie Lys Leu Pro Ala Asp 
35 40 45 

tct aca cgt ate cag ggc ate aaa gcc- gca atg cgc aaa aat* ggc ctg 192 
Ser Thr Arg He Gin Gly lie Lys Ala. Ala Met Arg Lys Asn Gly Leu 
50 " 55 60 

cat tct gtc tgc gag gaa gcc tec tgc cct. aac ctg gcg gaa tgc ttc 24 0 
His Ser Val Cys Glu Glu Ala. Ser Cys Pro Asn Leu Ala. Glu Cys Phe 
65 70 75 80 

aac cac ggc aca gca acg- ttt atg- ate* etc ggc get att tgt ace cgc. 28 8 
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Asn His Gly Thr Ala Thr Phe Met He Leu Gly Ala He Cys Thr Arg 

85 90 . 95 . 

cgt tgt ccg ttc tgt gat gtt gcc cac ggt cgc ccg gta get cct gat 

Arg Cys Pro Phe Cys Asp Val Ala His Gly Arg Pro Val Ala Pro Asp 
100 105 110 

gcc aat gaa cca gtg aaa ctg gcg cag acc att gcc gat atg gcg ctg 

Ala Asn Glu' Pro Val Lys Leu Ala Gin Thr He Ala Asp Met Ala Leu 
115 * 120 • 125 

cgt tat gtg gtt ate acc tec gtt gac cgt gat gac ctg cgc gat ggc 

Arg Tyr Val Val He Thr Ser Val Asp Arg Asp Asp Leu Arg Asp Gly 
130 135 140 

ggt gcc cag cac ttt gcg gat tgc att act gcc att egg gaa aaa age 

Gly Ala Gin His Phe Ala Asp Cys He Thr Ala He Arg Glu Lys Ser 

145 150 155 160 

ccg caa ate aaa att gaa act ctg gtg ccg gat ttc cgc ggt. cgt atg 

Pro Gin He Lys He Glu Thr Leu Val Pro Asp Phe Arg Gly Arg Met 
165 170 .. 175 

gat cgt get ctg gat att ctg act gca acg cca cca gat gtg ttc aac 

Asp Arg Ala Leu Asp He Leu Thr Ala Thr Pro Pro Asp Val Phe Asn 
180 185 190 

cat aac ctg gaa aac gta ccg cgt att tac cgt cag gta egg cct ggt 

His Asn Leu Glu Asn Val Pro- Arg He Tyr Arg Gin Val Arg Pro Gly 
195 200 205 

gca gat tac aac tgg teg ctg aag ctg ctg ga*a cgc ttt aaa gaa gcg 

Ala Asp Tyr Asn Trp Ser Leu Lys Leu Leu Glu Arg Phe Lys Glu Ala 
210 215 . 220 

cat ccg gaa ate ccg acc aag tct ggt ctg atg gtg gga ctg ggt gaa 

His Pro Glu He Pro Thr Lys Ser Gly Leu Met Val Gly Leu Gly Glu 

225 230 235 240 

acc aat gaa gaa att att gag gta atg cgc gac ctg cgc cgt cat ggt 

Thr Asn Glu Glu He He Glu Val Met Arg Asp Leu Arg Arg His Gly 
245 250 255 

gtg acg atg tta acg ctg ggg caa tat ttg cag cca age cgc cat cac 

Val Thr Met Leu. Thr Leu Gly Gin Tyr Leu Gin Pro Ser Arg His His 
260 265 270 

ctg ccg gtt caa cgt tac gtt age ccg gat gag ttc gac gaa atg aaa 

Leu Pro Val Gin Arg Tyr Val Ser Pro Asp Glu Phe Asp Glu Met Lys 
275 280 285 

gcc gaa gcg ctg gcg atg: ggc ttt acc cat get gca- tgc ggt ccg ttt 

Ala Glu Ala Leu Ala Met Gly Phe- Thr His Ala Ala Cys Gly Pro ?he 
290 295 300 



336 



384 



432 



480 



528 



576 



624 



672 



720 



768 



816 



864 



912 



gtc cgc tct tct tac cac gcc gat ttg cag gcg aaa ggg atg gaa gtt 960 
Val Arg Ser Ser Tyr His Ala Asp Leu Gin Ala Lys Gly Met Glu Val 
305 310 315 320 



aag taa 



966 



9/14 



DE 102 35 270 A1 2004.02.12 

Lys 



<210> 2 

<211> 321 

<212> PRT 

<213> Escherichia coli 

<400> 2 

Met Ser Lys Pro lie Val Met Glu Arg Gly Val Lys Tyr Arg Asp Ala 
1 5 10 ; 15 

Asp Lys Met Ala Leu lie Pro Val Lys Asn Val Ala Thr Glu Arg Glu 
20 - - 25 30 

Ala Leu Leu Arg Lys Pro Glu Trp Met Lys lie Lys Leu Pro Ala Asp 
35 40 45 

Ser Thr Arg lie Gin Gly lie Lys Ala Ala Met Arg Lys Asn Gly Leu 
50 55 60 

His Ser Val Cys Glu Glu Ala Ser Cys Pro Ash Leu. Ala Glu Cys Phe 
65 70 75- 80 

Asn His Gly Thr Ala Thr Phe Met lie Leu Gly Ala He Cys Thr Arg 
85 90 - 95 - 

Arg Cys Pro Phe Cys Asp Val Ala His Gly, Arg Pro Val Ala Pro Asp 
100 105. 110 

Ala Asn. Glu Pro Val Lys Leu Ala Gin Thr lie Ala Asp Met Ala Leu 
115 120 125 

Arg Tyr Val Val He Thr Ser Val Asp Arg Asp Asp Leu Arg Asp Gly 
130 135 140 

Gly Ala Gin His Phe Ala Asp Cys He Thr Ala He Arg Glu Lys Ser 
145 150 155 160 

Pro Gin He Lys He Glu Thr Leu Val Pro Asp Phe Arg Gly Arg Met 
165 170 ~ 175 

Asp Arg Ala Leu Asp He Leu Thr Ala Thr Pro Pro Asp Val Phe Asn 
180 185 190 

His Asn Leu Glu Asn Val Pro Arg He Tyr Arg Gin Val Arg Pro Gly 
195 200 205 

Ala Asp Tyr Asn Trp Ser Leu Lys Leu Leu Glu Arg Phe Lys Glu Ala 

210 215- : 220 

His Pro Glu lie Pro Thr Lys Ser Gly Leu . Met Val Gly Leu Gly Glu 
225 230 235 240 

Thr Asn Glu Glu He- lie Glu Val Met . Arg Asp Leu Arg Arg. His Gly 
245 250 255 

Val Thr Met Leu Thr. Leu Gly Gin Tyr Leu Gin Pro Ser Arg His His 
260 265. 270 
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Leu Pro Val Gin Arg Tyr Val Ser Pro Asp Glu Phe Asp Glu Met Lys 
275 280 285 

Ala Glu Ala Leu Ala Met Gly Phe Thr His Ala Ala Cys Gly, Pro Phe 
290 295 300 ■ 

Val Arg Ser Ser Tyr His Ala Asp Leu Gin Ala Lys Gly Met Glu Val 

305 - 310 315 " 320 

Lys 



<210> 3 
<211> 35 
<212> DNA 

<213> Artificial Sequence 
<220> 

<223> Description of Artificial Sequence: Oligonukleotid 
lipASl 

<400> 3 

gatcgaggtc tcgaatgagt aaacccattg tgatg 35 

<210> 4 
<211> 38 
<212> DNA 

<213> Artificial Sequence 
<220> 

<223> Description of Artificial Sequence: Oligonukleotid 
lipAS2 

<400> 4 

gatcgaggtc tcggcgctct taacttccat ccctttcg • 38 

<210> 5 
<211> 10 
<212> PRT 

<213> Artificial Sequence 
<220> 

<223> Description of- Artificial Sequence: Strep-TagIL 
Sequenz- 

<400> 5 

Ser Ala Trp Ser His Pro Gin Phe Glu Lys 
1 5 10 
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Patentanspruche 



1 . Zelle, die enantiomerenreine R-a-Liponsaure in ein Kulturmedium sekretiert, dadurch gekennzeichnet, 
dass sie ein Liponsaure-Synthase-Gen (lipA-Gen) uberexprimiert. 

2. Zelle nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass sie das Liponsaure-Synthase-Gen im Vergleich 
zu einer Wildtyp-Zelle aus der das Liponsaure-Synthase-Gen gewonnen wurde, mindestens um den Faktor 2, 
bevorzugt mindestens um den Faktor 5 vermehrt exprimiert. 

3. Zelle nach Anspruch 1 oder 2, dadurch gekennzeichnet, dass es sich bei dem Liponsaure-Syntha- 
se-Gen um ein Gen mit der Sequenz SEQ ID NO: 1 oder eine funktionelle Variante dieses Gens handelt. 

4. Zelle nach einem der Anspruche 1 bis 3, dadurch gekennzeichnet, dass die Kopienzahl des lipA-Gens 
in der Zelle erhoht ist oder die Expression des lipA-Gens, vorzugsweise durch einen geeigneten Promoter, ge- 
steigert ist. 

5. Zelle nach einem der Anspruche 1 bis 4, dadurch gekennzeichnet, dass das Liponsaure-Synthase-Gen 
fur ein Protein umfassend die Sequenz ID NO: 2 oder funktionelle Varianten mit einer Sequenzhomologie zu 
SEQ ID NO: 2 grolier 40 %, codiert. 

6. Zelle nach einem der Anspruche 1 bis 5, dadurch gekennzeichnet, dass es sich um einen Mikroorganis- 
mus, wie zum Beispiel einen Hefe- oder Bakterienstamm handelt. 

7. Zelle nach Anspruch 6, dadurch gekennzeichnet, dass es sich um einen Bakterienstamm aus der Fami- 
ne der Enterobacteriaceae, ganz besonders bevorzugt um einen Stamm der Art Escherichia coli handelt. 

8. Plasmid dadurch gekennzeichnet, dass es ein lipA-Gen unter funktioneller Kontrolle eines Promoters 



9. Verfahren zur Herstellung einer erfindungsgemaden Zelle, dadurch gekennzeichnet, dass in eine Aus- 
gangszelle ein erfindungsgemafles Plasmid eingebracht wird. 

1 0. Verfahren nach Anspruch 9, dadurch gekennzeichnet, dass als Ausgangszelle eine Zelle eines pro- 
oder eukaryontischen Organismus eingesetzt wird, die in der Lage ist, R-a-Liponsaure zu synthetisieren, die 
einem rekombinanten Verfahren zuganglich ist und die durch Fermentation kultivierbar ist. 

11. Verfahren zur Herstellung enantiomerenreiner R-a-Liponsaure, welches dadurch gekennzeichnet ist, 
dass eine Zelle gemali einem der Anspruche 1 bis 7 in einem Kulturmedium kultiviert wird, wobei die Zelle en- 
antiomerenreine R-a-Liponsaure in freier Form in das Kulturmedium ausscheidet und die enantiomerenreine 
R-a-Liponsaure von dem Kulturmedium abgetrennt wird. 

12. Verfahren nach Anspruch 11, dadurch gekennzeichnet, dass die Abtrennung der enantiomerenreinen 
R-a-Liponsaure durch Zentrifugation des Kulturmediums und anschlieftende Extraktion oder Prazipitation der 
R-a-Liponsaure erfolgt. 

13. Verfahren nach Anspruch 11 oder 12, dadurch gekennzeichnet, dass eine Inkubation derZellen in ei- 
nem Minimalsaizmedium als Kulturmedium unter aeroben Kultivierungsbedingungen uber einen Zeitraum von 
16- 150 h und im Bereich der fur die jeweiligen Zellen optimalen Wachstumstemperatur erfolgt. 



enthalt. 



Es folgen 2 Blatt Zeichnungen 
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Anhangende Zeichnungen 



Fig. 1: Synthese der R-a-Liponsaure in E. coll 



SH SH 





LipB 




E2-Domane ACP 
R-ct-Lipoyl-ACP R-ct-Lipoyl-Domane 
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Fig. 2: Vektor pASK-IBA3-lipA 



ptet RBS 




Ua 
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